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(57) Abstract 

The invention concerns a novel homogeneous method for detecting and/or determining the phosphorylation (or phosphorylating 
activity) of a biological materia) with respect to a substrate containing tyrosine and/or serine and/or threonine, and a kit for implementing 
said method. 



(57) Abrege* 

L' invention conceme une nouvelle mtthode homogene pour la detection et/oo la determination de ractivite* de phosphorylation (ou 
activity phosphorylante) d'un materiel biologjque a regard d'un substrat contenant de la tyrosine et/ou de la serine et/ou de la threonine, 
ainsi qu'un kit pour la mise en oeuvre de cette mtthode. 
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M6thode homooene pour la detection et/ou la determination de I'activite 
phosphorytante d'un matdriel bioloqique. 

(.'invention conceme une nouvelle methods homogene pour la 
detection et/ou la determination de I'activRS de phosphorylation (ou activity 
5 phosphorylante) (fun mat6riel biologique d regard (fun substrat contenant de la 
tyrosine et/ou de la serine et/ou de la threonine, ainsi qu*un kit pour la mise en 
oeuvre de cette mtthode. 

La phosphorylation de molecules biologiques telles que des peptides 
ou des prolines par des kinases est un mdcanisme biologique majeur de 
1 0 regulation du mStabolisme cellulaire. 

La plupart des enzymes poss6dant une activity de phosphorylation ont 
un Km (constante de Michaelis) tr6s 6leve (g§n6ralement compris entre 1CT 3 et 
10^ M) et un trds faible rendement de conversion (entre 5% et 0,001% des 
sites actifs du substrat sont phosphorylfes). 
15 Dans ces conditions, la detection de la phosphorylation d'un substrat 

n'est possible que si les sites actifs sont presents en large excds pendant la 
reaction. Ce large exces en sites actifs peut fetre obtenu soit en utilisant des 
concentrations 6lev6es en substrat (si celunci a peu de sites actifs), soit en 
choisissant un substrat possedant de nombreux sites de phosphorylation. 
20 Les mecanismes de phosphorylation ont jusqu'd maintenant 6t6 

gSn&ralement etudi&s par des m6thodes de detection h6t6rog6nes radioactives 
ou enzymatiques. 

Dans ce type de m&thodes, la detection de la phosphorylation du substrat 
fixe sur une phase solide se fait soit par la mesure de ('incorporation de 
25 dans te substrat enzymatique, soit par ('utilisation (fun anticorps marquS (traceur 
isotopique, enzymatique ou fluorescent) dirige contre le site de phosphorylation. 

Ce type d'essai permet la fixation d'une grande quantity de substrat sur 
la phase solide et done la detection de la phosphorylation m&me lorsque le 
substrat ne possdde qu'un faible nombre de sites actifs, mais presente 
30 neanmoins des inconv6nients majeure, a savoir : 

- ('utilisation frequente de marqueurs isotopiques, 

- la necessity de processus de separation entre les differentes Stapes 
de I'essai pour eliminer les reactifs en exces, et 
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- la necessity de maitriser tes processus de « capture » du substrat 
{cornme par exemple lorsqu'on utilise une plaque comportant de favRJine avec 
un substrat biotine). 

Dans le cas d'une m6thode homogene, il est souvent n6cessaire que la 
5 concentration du substrat soit 6lev6e pour generer suffisamment de substrat 
phosphorylfc d detecter. II devient alors difficile de capturer la totality du substrat 
car cela nteessiterait une quantity tmportante de reactif, ce qui, si le reactif est 
fluorescent, presente I'inconvenient de generer un bruit de fond sp6cifique 
6lev6. 

10 On a maintenant trouve qu'il 6tait possible de detecter la 

phosphorylation (fun substrat a I'aide d'une methode homogene dans laquelle 
on utilise une molecule porteuse luminescente a laquelle sont couples de 
maniere covalente une plurality de substrats. Aprfes la reaction enzymatique de 
phosphorylation, la quantity de substrat phosphoryle est r6v6tee par la mesure 

15 du signal 6mis par la molecule porteuse luminescente et genere par transfert 
d'energia d'un recepteur spectfique du substrat phosphoryle marque par une 
molecule luminescente. 

Cette m6thode est particulierement utile pour mesurer la 
phosphorylation de molecules d'tnteret biologique, telies que par exemple des 

20 peptides, des polypeptides, des proteines ou des nucleotides, dans des 
processus naturels ou pathologique, ou tors de precedes de synthese comme 
par exemple la synthese cf acides nudeiques ou de proteines. 

Dans un premier aspect, ('invention a done pour objet une m6thode 
homogfene pour la detection et/ou la determination de I'activite phosphorylante 

25 d'un materiel biologique & regard (fun substrat contenant de la tyrosine et/ou de 
la serine et/ou de la threonine, caract&risee en ce que (edit materiel biologique 
est mis en contact avec une plurality de peptides ou de polypeptides contenant 
de la tyrosine et/ou de la s&rine et/ou de la threonine,, identiques ou differents, 
lies de maniere covalente a une molecule porteuse, en presence <fune source 

30 de phosphate non radiomarque et des recepteurs specifiques desdhs peptides 
ou polypeptides phosphoryies, et en ce que la detection et/ou la determination 
de factivitt phosphorylante est effectuee par mesure d'un signal d'emission, 
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(edit signal demission resultant d'une interaction entre iadite molteule portause 
constitute par una motecule luminescente ou una molecule non luminesoente 
l;6e d au moins un marqueur luminescent ou un modulateur du signal Remission 
et lesdits recepteurs spScifiques li§s a au moins un marqueur luminescent ou un 
5 modulateur du signal demission. 

Par « marqueur luminescent », on entend une molecule luminescente 
utilisfee pour detecter ^interaction entre la molecule porteuse et le rfcepteur 
sptetfique. 

Par « modulateur du signal d'emission », on entend une motecule qui, 
10 torsqu'elfe est prdsente d proximo d'une mol&cule luminescente, modifie les 
caracteristiques du signal demission de celle-ci. 

Selon les molecules utilisees respectivement comme molecule porteuse 
et comme recepteur sp6cifique et selon le mecanisme de leur interaction, un 
meme compos6 luminescent peut jouer le role de marqueur luminescent ou de 
15 modulateur du signal demission. 

Ledit modulateur peut etre une molecule luminescente, par exemple 
une mol&cule luminescente donneur ou accepteur, ou une molecule non 
luminescente, par exemple un atome de nombre atomique 6lev§ ou une 
molecule contenant un tel atome comme d§crit par exemple dans la demande 
20 EP 0 232 348, ou encore des composes marqueurs de spin. 
La molecule porteuse peut etre : 

- sort une molecule luminescente ayant un poids molfeculaire 6lev6, de 
Tordre de plusieurs dizaines de kdaltons, comme par exemple une molecule 
fluorescente telle que I'ailophycyanine ou la C phycocyanine ; 

25 - sort une molecule non luminescente, comme par exemple la 

thyroglobuline, li§e a au moins un marqueur luminescent ou a au moins un 
modulateur du signal demission ; 

- soit un solide disperse luminescent ayant une surface suffisante pour 
fixer une pluraHte de peptides ou polypeptides substrats ; 

30 - soit un solide disperse non luminescent ayant une surface suffisante 

pour fixer une pluralit6 de peptides ou polypeptides substrats, Ite & au moins un 
marqueur luminescent ou d au moins un modulateur du signal demission. 
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La molecule porteuse peut done etre soit une molecule luminescente 
accepteur, soit une molecule non luminescente liee & au moins un marqueur 
luminescent ou a au moins un modulateurdu signal demission. 

Dans la suite de la description, on emploiera sans distinction les termes 
5 « molecule iou« compost » pour qualifier les marqueurs luminescents ou les 
modulateurs Ii6s £ la molecule porteuse ou au r6cepteur sp6dfique. 

Dans un aspect avantageux, la molecule porteuse est soit une 
molecule fiuorescente accepteur, soit une molecule fluorescente donneur, sort 
une molecule non fluorescente liee & au moins un compost fluorescent 
10 accepteur, ou d au moins un compose fluorescent donneur. 

Avantageusement, le marqueur luminescent ou le modulateur du signal 
demission lie & chacun des recepteurs specifiques du ou des peptide(s) ou 
polypeptide(s) phosphoryle(s) peut etre une molecule fluorescente donneur ou 
accepteur. 

15 Dans un aspect pr6f6re, la detection et/ou la determination de Factivite 

de phosphorylation est effectuee par mesure du signal demission resultant du 
transfert d'energte non radiatif entre la molecule porteuse et les marqueurs 
luminescents ou les modulateurs du signal Remission li§s aux recepteurs 
specifiques des peptides ou polypeptides phosphoryles. 

20 Ainsi, le signal Remission lumineuse permettant la detection et/ou la 

determination de Factivite phosphorylante recherchee peut etre g6n6r6 soit par 
transfert cfenergie non radiatif des marqueurs luminescents ou des modulateurs 
du signal d'6mission lids aux recepteurs specifiques a la molecule porteuse, soit 
inversement par transfert d 1 6nergie non radiatif des marqueurs luminescents ou 

25 des modulateurs du signal d'emission de la molecule porteuse aux marqueurs 
luminescents lies aux recepteurs specifiques. 

Par M transfert d'energie entre la molecule porteuse et les molecules 
luminescentes marqueurs ou les modulateurs du signal d'emission lies aux 
recepteurs specifiques des peptides ou polypeptides phosphoryles", on entend 

30 done les 2 types de mecanismes cklessus. 
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Le transf ert <f energie non radtatrf, dont le printipe est notamment d&crit 
dans G.Mathis et al., Clin. Chem., 1993, 39, 1953-1959 est r£alis6 lorsque les 
conditions suivantes sont remplies : 

- d'une part la compos6 accepteur poss&de un spectre d'absorpbon qui 
5 recouvre au moins partiellement le spectre Remission du donneur et prtsente 

une absorbance molaire 6levee dans cette zone de recouvrement, et un spectre 
demission dans une gamma de longueur d'ondes ou le donneur prisente une 
Emission intrinseque faible ; 

- d'autre part, Paccepteur et le donneur se situent d proximity Tun de 

10 rautre. 

La quantity de peptides ou de polypeptides li&s de mantere covalente a 
la molecule luminescente porteuse peut etre d'enviran 2 a 1000 par molecule 
luminescente porteuse. 

Les rtcepteurs spedfiques des peptides ou polypeptides phosphorytes 
15 peuvent 6tre par exemple choisi parmi les anticorps monodonaux ou 
polydonaux. 

Dans un aspect pr6fer6, le compose luminescent lie au recepteur 

spedfique du ou des peptide(s) ou polypeptide^) phosphoryle(s) ou & la 

molecule porteuse, en tant que marqueur luminescent ou de modulateur du 
20 signal demission selon le mecanisme de rinteraction entre ladite motecule 

porteuse et ledit recepteur spedfique, est un chelate, un cryptate ou un 

complexe macrocydique (f ion terre rare. 

Dans la suite de la description, les termes "chelate", et "cryptate" ainsi 

que la nomendature des macrocydes et polycydes utilisables sont tels que 
25 dgftnis par J.M.Lehn dans Struct Bonding (Berlin), 16, 1 1973 et dans Acc 

Chem. Res,.11,49 (1979). 

Ledit compost fluorescent donneur est de preference un cryptate de 

terre rare choisi de preference parmi les cryptates de terbium, d'europium, de 

samarium ou de dysprosium. 
30 Selon un aspect pr6f6r6, ledit cryptate de terre rare est consbtud d'au 

moins un sel de terre rare complex* par un compos* macropolycydique de 

formule 
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dans taquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou reprisente 
rhydrogfene, le groups hydroxy, un groupe amino ou un radical 

hydrocarbon^, les radicaux bivalents © , (§) et © , sont independamment fun 
5 de I'autre des chaines hydrocarbonfees qui contiennent eventuellement un ou 
plusieurs h6t6roatomes et sont Eventuellement intenrompues par un 

hSttromacrocycle, au moins run des radicaux® , (§) et © comportant de plus 
au moins un motif molfeculaire ou 6tant essentiellement constitue par un motif 
mol&culaire, ledit motif mo!6culaire poss6dant une energie de triplet sup6rieure 

10 a celle du niveau emissif de I'ion de terre rare complexd. 

Oe preference, il s'agit d'un cryptate de formule (I) ci-dessus dans 
laquelle le motif moleculaire est choisi parmi la ph6nanthroline, Fanthracfene, le 
benzene, le naphtatene, les bi- et ter-ph6nyle, Pazobenzfene, razopyridine, la 
pyridine, les bipyridines, les bisquinoleines et les composes de formules ri- 

15 aprds : 

- C2H4 - Xi - CeH* • X 2 - C2H4 - 

- C2H4 - Xj - CH2 - C&H* - CH2 - X2 - C2H4 - 

Xi et X2 pouvant etre identiques ou differents d6signent foxyg&ne, f azote ou le 
soufre, 

20 
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X 6tant Poxygene ou I'hydrogfene. 

Dans un aspect avantageux, le compost fluorescent est un cryptate de 
terra rare constitu§ de I'ion terbium ou europium complexfe par run des 
5 composes macrocycliques ci-apr&s : 

(22)ph6nanthroIine ; (22)phenanthroline amide ; (22)anthracene ; 
(22)anthracfcne amide ; (22)bMsoquinoleine ; (22)biph§nyH)is-pyridine ; 
(22)bipyridine ; (22)bi-pyridine amide ; les maoopolycydes tris-bipyridine, tris- 
phdnanthroline, ph6nanthroline-bis-bipyridine, bHSoquinol6ine-bis-bipyridine, 
1 0 bis-bipy ridine dipheny Ibipyridine. 

Un compost fluorescent particulierement avantageux est le cryptate 
d'europium Eu tris bipyridine. 

De tels composes sont par exemple d6crits dans le brevet EP 180 492. 

On peut egaiement utiliser des composes macrocycliques complexant 
15 des ions de terre rare dans lesquels le motif moleculaire est choisi parmi les 
bipyrazines, les bipyrimidines et les heterocydes azotes comportant des 
groupes N-oxydes. 

Des composes macrocycliques a unites bipyrazines sont dterits dans 
F. Bodar-Houillon et al., New J. Chem., 1998, 20, 1041-1045. 
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Des composes macrocydiques d unites bipyrimidines sont d&crits dans 
J. ML Lehn et al., Helv. Chim. Acta, 1992, 75, 1221. 

Des composes macrocydiques comprenant des h6t6rocydes azotes 
com porta nt des groupes N-oxydes sont dfccrits dans J.M. Lehn et al.. Helv. 
5 Chim. Acta, 1991, 74, 572 et dans le brevet EP 0 601 113. 

Le cryptate de terre rare utilis6 comme compos6 fluorescent donneur 
peut 6galement dtre constftuG d'au moins un sal de terre rare complex* par un 
compost macropolycycfique repondant d rune des formules II ou III ci-apr&s : 



10 




II 



III 



dans lesquels : 

-lecyde deformule 
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est Pun des cycles suivants : 

AAA n=0ou1 




macrocycle [Npj ou cycle (22) 
macrocycle [f^OJ ou cycle (21) 



macrocycle bis-pyridine 



- Y est un groupe ou un bras d'espacement qui est constitu6 par un 
radical organique bivalent, choisi parmi les groupes alkytene Iin6aires ou 
ramifies en Ci & C20 contenant 6ventuellement une ou plusieurs doubles liaisons 
ou triples liaisons et/ou 6tant 6ventuellement interrompus par un ou plusieurs 

10 hfcteroatomes tels que I'oxygfcne, razote, le soufre ou le phosphore, parmi les 
groupes cydoalkylene en Cs 4 C a ou parmi les groupes aryfene en Ce £ Cu. 
lesdits groupes alkyldne, cycloalkylfene ou aryldne 6tant §ventuellement 
substitu6s par des groupes alkyle, aryle ou sulfonate ; 

- Z est un groupe fonctionnel susceptible de se lier de fa$on covalente 
1 5 avec une substance biologique ; 

- R est un groupe m6thyle ou represente le groupe -Y-Z ; 
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• R' est I'hydrog&ne ou un groupe -COOR" dans lequel R w est un 
groupe alkylo en Ci i Cio et represents de preference le groupe mfethyte, 6thyle 
ou tertiobutyle ou bien R' est un groupe -CO-NH-Y-Z. 

De tels composes sont decrits par exemple dans le brevet EP 321 353. 
5 Dans la mdthode selon ^invention, iedit compos6 fluorescent peut etre 

lie au recepteur sp6cifique ou & la molecule porteuse soit directement, soit par 
I'intermediaire d'un bras cFespacement 

Ce bras d'espacement est par exemple constttu§ par un radical 
organique bivalent, choisi parmi les groupes alkytene Iin6aires ou ramiftes en 
10 Ci-Cn, contenant Eventuellement une ou plusieurs doubles liaisons et/ou 
eventuellement interrompus par un ou plusieurs heteroatomes, tels que 
I'oxygene, I'azote, le soufre ou le phosphore; les groupes carbamoyle et 
carboxamido ; les groupes cycloalkylene en Cs-Cs et les groupes aryldne en Cr 
Cu, lesdits groupes alkytene, cycloalkylene ou arylene etant eventuellement 
1 5 substitute par des groupes alkyte, aryle ou sulfonate. 

Dans un aspect prefere, on utiiisera en tant que composfe fluorescent 
donneur lie au recepteur sp&cifique un cryptate d'europium et, en tant que 
molecule porteuse ou compose fluorescent accepteur lie a la mol6cu!e 
porteuse, Tallophycocyanine, I'allophycocyanine B, un d6riv6 d'aliophycocyanine 
20 chimiquement modifte, la C phycocyanine, la R phycocyanine et les cyanines. 

Dans un autre aspect avantageux, on utiiisera en tant que compose 
fluorescent donneur Ii6 au recepteur spteifique un cryptate de terbium et en tant 
que molecule porteuse ou compose fluorescent accepteur fi§ i la molecule 
porteuse, les rhodamines, la thionine, la R phycocyanine, la 
25 phycoeryttirocyanine, la C phycoerythrine, la B phycoerythrine, la R 
phycoerythrine et les cyanines. 

Des composes fluorescents utilisables 6galement comme composes 
accepteurs sont les complexes phycobiliproteine-peptide de liaison d6crits dans 
la demandeWO96/42016. 
30 Selon un autre de ses aspects, ('invention conceme egalement un kit 

pour la detection et/ou la determination de I'activite phosphorylante d*un materiel 
biologique d regard (fun substrat contenant de la et/ou de la serine et/ou de la 
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threonine, caracteris§ en ce qu'D content au moins une molecule porteuse £ 
laquelle sont fix6s de mantere covalente une plurality de peptides ou de 
polypeptides, identiques ou differents, et au moins un rfccepteur spteifique 
desdits peptides ou polypeptides phosphoryles, ledit r6cepteur 6tant Ii6 a au 
5 moins un marqueur luminescent ou un modulateur du signal demission. 

La molecule porteuse est telle que ddfinte plus haut, tfest-A-dire qu'elle 
peut 6tre luminescente de manure intrinsfcque ou par liaison £ au moins un 
marqueur luminescent ou un modulateur du signal Remission. 

Avantageusement, la molecule porteuse et le marqueur luminescent ou 
10 le modulateur du signal demission lie au recepteur spetifique de ce kit sont des 
composes fluorescents. 

Dans un aspect pr6f6re, le compose luminescent (marqueur luminescent 
ou modulateur du signal demission) lid au recepteur sp6cifique et la molecule 
porteuse sont respectivement des composes fluorescents donneur et accepteur. 
15 Le compost luminescent lie au recepteur spteifique dans le kit selon 

Pinvention peut §tre le cryptate d'europium Eu trisbipyridine ou le cryptate de 
terbium Tb trisbipyridine. 

Avantageusement, le kit selon Pinvention contient en outre un milieu 
tampon approprte, une source de phosphate non radiomarqud et des 
20 instructions pour la mise en oeuvre de la m6thode de detection et/ou de la 
determination de I'activitt phosphorytante d'un materiel biologique decrite plus 
haut 

^invention est illustree par Texemple ti-apres. 

25 Exemple 1 : Detection de la phosphorylation du peptide SRC 

Le peptide SRC est un substrat de la tyrosine kinase du recepteur du 
facteur de croissance epidermique, egalement denomm6 EGF pour "Epidermal 
Growth Factor*. Cest un peptide de 11 acides amines contenant un seui motif 
30 tyrosine et prisentant la structure suivante : 

[HJ-Leu-lle-GliKAsp-Ala-Glu-Tyr-Ala-Ala-Gly-lOH] 
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les abr6viations utilisees c*-apr6s sont les suivantes : 
DTT = dithiotreitrol 

EuTBP = cryptate d'europium Eu trisbipyridine diamine 
BSA = serum albumins bovine 
5 IgG = immunoglobulins G 

MHS = ma!6imidohexanoyl-N-hydroxy-sucx3nimidester 

SPDP * N-suctinimidyl 3(2-pyridyIdithio)propionate 

SulfoSMCC = sulfosuccinimidyi 4-rvnrateimidom£thyl)cyclohexane. 

10 1) Coniuqaison de la molecule luminescente porteuse luminescente avec le 
peptide substrat 

On utilise un derive d'allophycocyanine chimiquement modifid (XUes, Cis 
bio international) dont le poids moleculaire Sieve autorise son marquage par de 
nombreux peptides poss6dant chacun un site de phosphorylation. 

15 

a) Activation de XUss par SPDP 

A 6 mg tf XL665 ^ 3,45 mg/ml dans un tampon phosphate 100 mM 
pH 7,0, on ajoute une solution de 80 mM de SPDP dans rethanol absolu dans 
une preparation de 60 moles rfactivateur par mole de Xt-665. 

20 AprSs 30 minutes d'activation £ temperature ambiante on ajoute une 

solution de 200 mM de DTT dans un tampon phosphate 100 mM pH 7,0 dans 
une proportion de 5 moles de reducteur par mole d'activateur. 

Apres 15 minutes a temperature ambiante, les produits reactionnels 
indesirables sont elimines par chromatographie d'exdusion-diffusion sur 

25 colonne gel G25 superfine dans un tampon phosphate 100 mM pH 6,5, EDTA 
5 Mm. 

Le produit est conserve d 4°C avant couplage. 
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b) Activation du peptide par le MHg 

A 4 mg da peptide (2,6 pmoles), on ajoute une solution 220 mM de MHS 
dans rac6tonitrile dans une proportion de 4 moles d'activateur par mole de 
peptide. 

5 Apres 30 minutes & temperature ambiante, les produits rSactionnels 

indesirables sont 6limin6s par chromatographie d'exdusiorvdiffusion sur 
colonne gel Superdex 30 ® (PHARMACIA) dans un tampon phosphate 100 mM 
pH7,0. 

10 c) Qouplaqe peptide-maleimjde /^Lggg^H 

De fa?on similaire d celle d6crite plus haut, on fait reagir les fonctions 
mateimides avec les fonctions thiols fix6es sur la XL665 dans des proportions 
molaires de 100 peptide par XUes. 

Apres 18 heures d'incubation d 40°C et blocage des groupements thiols 
15 (6ventuellement rest6s libres) par N^thylmaleimide, le peptide non couple est 
6limin6 par chromatographie d'exdusiorvdiffusion sur colonne TSK 3000 SW 
(MERCK) en tampon phosphate 100 mM pH 7,0. 

On obtient un conjugue comportant entre 20 et 40 peptides par molecule 

20 

2) Preparation du coniuoue anticoros anti-phosphotvrosine/crvptate d'Europium 
EMtpsbipyridipe 

a) Activation des IgG PY20 par le SPDP 
25 5 mg d'lgG PY20 (Transduction Laboratories) & raison de 10 mg/ml dans 

un tampon phosphate 100 mM, pH 7,0 sont actives par Tajout d'une solution de 
SPDP (Pierce, USA) a raison de 6,4 mM dans du dioxane dans un rapport 
molaire de 7,5 SPDP par IgG P420. 

Apr6s 35 min d'activation a temperature ambiante, TlgG pyridine-2-thione 
30 est purifi&e sur colonne G25 superfine dans un tampon phosphate 100 mM, 
EDTA 5mM, pH 6,5. 
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Les proteines sont concentres et les groupes 2-pyridyl disulfides sont 
rSduits par une solution de DTT (Sigma, USA) ayant une concentration finale de 
19 mM pendant 15 min d tempdrature ambiante. Le DTT et la pyridine-2-thione 
sont 6limin6s par purification sur colonne G25 superfine en tampon phosphate 
5 100 mM, EDTA 5 mM, pH 6,5. La concentration en IgG-SH est d6termin6e & 

280 nm avec un &280nm de 210 000 M~ 1 an \ 

b) Preparation des conjugues IgG PY20-EuTBP 
A 5 mg (5 10* moles) de Eu TBP (oyptate d'Europium Eu trisbipyridine 
10 diamine prtpart comme dfecrit dans le brevet EP 321 353, exemples 3 et 4 ?) 
est ajoutee une solution i 25 mM de sulfo-SMCC, en tampon phosphate 20 mM, 
dimfithylformamide 10 % (v/v pH 7,0) dans une proportion de 2,5 moles 
(factivateur par mole de Eu TBP. 

Aprfes 45 min deactivation a temperature ambiante, le milieu rfeacfionnel 
15 est filtrd & 0,8 pm afin d'6liminer le precipite 6ventuellement formfe. Les produits 
rtactionnels indSsirables (sulfo-SMCC, N-hydroxysucdnimide, acide 
(N-mal6imidom6thyl)carboxylique) sont eiimines par chromatographie 
6changeuse rfions sur colonne Mono Q (Pharmacia, Sudde) en tampon 
phosphate 20 mM dim6thylformamide 10 % (v/v), pH 7,0 sous choc de NaCI. La 
20 concentration en Eu TBP mateimide est determine d 307 nm avec un E307 nm 

de 25 000 M~ 1 cnf 1 ainsi que le rapport A307nm/A280nm. 

De fa9on similaire a celle decrite plus haut, on fait reagir les fonctions 
maleimides avec les fonctions thiols fixes sur Panticorps, dans des proportions 
molaires variant de 10 d 30 Eu TBP mateimide par IgG PY20-SH. 

25 Aprts 18 heures d'incubation a 4*C et blocage des groupements thiols 

(6ventueliement restes fibres) par N-ethylmaleimide, le Eu TBP non coupl6 est 
limine par dialyse en tampon phosphate 100 Mm pH 7,0 a 4°C jusqu 1 * 
6puisement (plus de fluorescence dans les bains de dialyse). 

Les caracteristiques du conjugu§ sont determin&es par ses absorptions 

30 & 307 nm et & 280 nm en utilisant les valeurs suivantes en tenant compte de 
fabsorption propre du oyptate determinee par le rapport A307nrT/A280nnv 
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Eu TBP-mal£imide : 
£307nm = 25 000 M" 1 cm* 1 
A307nrr/A280nm = d£termin§e experimentalemenl 
IgG PY20-SH : 
5 6280nm = 210000Wr t cm" 1 

3) Phosphorylation 

Oes cellules A431 (SIGMA) contenant un rfcepteur de CEGF sont 
pr6adiv6es 10 min i temperature ambiante par de PEGF. Le tampon de 
10 phosphorylation est un tampon TRIS/MES 60 mM, pH7,4 contenant 30 pM 
d'ATP, 50 mM de Mg" et 10 mM de Mn~. 

On ajoute successivement dans les puits « essais » d'une microplaque & 
96 puits : 

- 10 pi de cellules A431 pr6activ6es, 
15 - 1 0 pi de conjugud XL^es-peptides SRC 

- 30 pi de tampon de phosphorylation. 

Dans les puits « blancs » servant de controle, on introduit 10 pi de 
conjugud tampon XLe65~peptides et 40 pi de tampon de phosphorylation. On 
incube ensuite 30 min a temperature ambiante. 

20 

4) R6v6|atjOQ 

On ajoute successivement dans chaque puits de la microplaque : 

- 50 pi d'anticorps/antHphosphotyrosine marque au cryptate Eu trisbipyride 
- 100 pi de tampon phosphate 0,1 M ; pH 7 ; KF 0,4 M ; BSA 0,1 %. 

25 Apres incubation 30 min a temperature ambiante, la lecture de la 

fluorescence est effectuee a 620 nm et 665 nm a I'aide d'un fluorimetre a laser 
prototype, decrit ct-apres : 

Un laser puls6 a azote (LASER SCIENCE INC., mod&le LS1-337ND) est 
utilise comme source d'excitation (longueur d'onde i 337,1 nm). La dur6e des 

30 pulsations est sp£cifi6e & 3 nanosecondes et est r£p6tee sous una frequence 
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de 10 Hertz. Le feisceau passe & travers un filtre (CORNING) afin d'eliminer 
toute lumi&re parasite & I'excitation autre que 337 nm. 

Apris etre rentri dans la chambre de mesure, le faisceau est r&ftechi par 
un filtre dichroTque, plac6 i 45 degrfcs, qui a la propria de r6f!6chir les 

5 ultraviolets et de pouvolr transmettre la lumidre visible. 

Le faisceau r6ftechi par le filtre dichroTque est focalis6 sur le puits & 
mesurer d'une microplaque par une lentille en silice fondue. L'&nission de 
fluorescence est collectee selon un angle solide de 20 degrfcs, collimat6e par la 
meme lentille, et passe dlrectement A travers le filtre dichroTque (fluorescence 

10 en lumifere visible). 

Un filtre interferentiel de caract&ristiques definies selon la longueur 
d'onde de fluorescence d detecter, permet de se d6barrasser des lumieres 
pouvant parasiter le signal, dont I'intensit6 est ensuite mesurfee par un 
photomultiplicateur (HAMAMATSU R2949). 

15 Le compteur de photons utilise est un SR-400 (STANFORD RESEARCH 

SYSTEMS), dont les operations et la synchronisation avec le laser sont 
contr6l6es par un ordinateur de type IBM PC-AT via une sortie RS 232. Les 
pulsations provenant du photomultiplicateur sont enregistrtes pendant une 
fen§tre de temps (tg) et aprfcs un delai (ty determines £ condition qu'elles 

20 soient sup6rieures & un niveau discriminant seiectionne par le compteur de 
photons afin d'optimiser le rapport signal/bruit du photomultiplicateur. 

Une table X-Y, pilotee par I'lBM PC-AT, permet les diff6rents 
positionnements de la microplaque de mesure par des moteurs pas a pas, 
incluant les manoeuvres de chargement, de positionnement sous le faisceau 

25 excitant, de lecture automatique en sequential des 96 puits, et de sortie. 

La fluorescence emise par le conjugue XL665-f>eptides SRC est mesurfee 
d i'aide du fluorimetre prototype equip6 d'un filtre a 665 nm de 10 nm de largeur 
d mi-hauteur, pendant 400 ps et avec un delai de 50 ps. 

Les resultats sont represents sur le graphe de la figure 1, dans lequel 

30 I'axe des ordonnfees donne le taux de phosphorylation et Taxe des abscisses 
donne la concentration en conjugue XU65-P&ptides SRC. 
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Le taux de phosphorylation est exprime par la variable DR = R^chantillorr 
Rbiano R 6tant le rapport des signaux demission d 665 nm et & 620 nm. 

La concentration en conjuguS XL665-peptides SRC est exprimee en nM 

de XLees- 

5 Les resultats montrent que ('augmentation du taux de phosphorylation 

est corrStee i ^augmentation de la concentration de conjugue XL&s-peptides 
SRC. 
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REVENDICATIONS 

1. M6thode homogdne pour la detection et/ou la determination de I'activitfe 
phosphorylante d'un materiel bioiogique i regard d'un substrat contenant de la 

5 tyrosine et/ou de la serine et/ou de la threonine, caract6ris6e en ce que ledit 
materiel bioiogique est mis en contact *vec une plurality de peptides ou de 
polypeptides contenant de la tyrosine et/ou de la serine et/ou de la threonine, 
identiques ou differents, Ii6s de mantere covalente d une molecule porteuse, en 
presence d'une source de phosphate non radiomarqu6 et des recepteurs 

10 sp6cifiques desdits peptides ou polypeptides phosphoryles, et en ce que la 
detection et/ou la determination de I'activite phosphorylante est effedu6e par 
mesure d'un signal Remission, ledit signal Remission resultant d'une interaction 
entre ladite molecule porteuse constitute par une molecule luminescente ou 
une molecule non luminescente Ii6e £ au moins un marqueur luminescent ou un 

1 5 modulateur du signal (femission et lesdits recepteurs sp6cifiques lies & au moins un 
marqueur luminescent ou un modulateur du signal (femission. 

2. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que ta detection 
et/ou la determination de I'activite phosphorylante est effectuee par mesure du 
signal demission resultant du transfert cfenergie entre les marqueurs 

20 luminescents ou les modulateurs du signal demission lies aux recepteurs 
specifiques des peptides ou polypeptides phosphoryles et la molecule porteuse. 

3. Methode selon Tune des revendications 1 ou 2 caracterisee en ce que la 
molecule porteuse luminescente est une molecule fluorescente ou une molecule 
non fluorescente liee a au moins un marqueur fluorescent ou i au moins un 

25 modulateur du signal demission. 

4. Methode selon Tune quelconque des revendications 1 i 3, caracterisee 
en ce que le marqueur luminescent ou le modulateur du signal demission lie au 
r6cepteur sp6cifique est un compose fluorescent 

5. Methode selon rune quelconque des revendications 1 £ 4, caracterisee 
30 en ce que le recepteur specifique est lie i un compose fluorescent donneur et la 

molecule porteuse est une molecule fluorescente accepteur ou est Ii6e £ un 
compose fluorescent accepteur. 
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6. M§thode selon Tune quelconque des revendications 1*5, caradferisee 
en ce que le r*cepteur sp*cifique est li* * un compos* fluorescent accepteur et 
la molecule porteuse luminescente est une molecule fluorescente donneur ou 
est li*e a un compos* fluorescent donneur. 
5 7. M6thode selon rune quelconque des revendications 1 * 6, caract*ris*e 
en ce que la quantity de peptides ou polypeptides fi*s de manure covalente * la 
molecule porteuse luminescente est de 2 * 1000. 

8. Methode selon rune quelconque des revendications 1 * 7 ( caracteris*e 
en ce que le r*cepteur spfecifique est lie a un chelate, un cryptate ou un 

1 0 complexe macrocyclique d'ion terra rare. 

9. Mdthode selon la revendication 8. caract*ris*e en ce que le rfecepteur 
sp*cifique est lid * un chelate, un cryptate ou un complexe macrocyclique 
cfeuropium, de terbium, de dysprosium, de samarium ou de n*odynium. 

10. Mdthode selon la revendication 9 r caracterisfee en ce que le r*cepteur 
15 sp*cifique est lie * un cryptate de terre rare constitu* d'au moins un sel de terre 

rare complex* par un compos* macropolycyclique de fomwle 




dans laquelie Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou represente 
20 I'hydrogene, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical 
hydrocarbon*, les radicaux bivalents @, ©et ©, sont ind*pendamment run 
de rautre des chaTnes hydrocarbon*es qui contiennent eventuellement un ou 
plusieurs h*teroatomes et sont *ventuellement interrompues par un 
h*teromacrocycle, au moins run des radicaux ®, (§) et (5) comportant de plus 
25 au moins un motif molfeculaire ou *tant essentiellement constitu* par un motif 
mol*culaire, ledit motif mol*culaire possedant une energie de triplet sup*rieure 
* celle du niveau emissif de Hon de terre rare complex*. 
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11. Mdthode selon la revendication 10, caractdrisde en ce que le composd 
fluorescent lid au rdcepteur spdcifique est un oyptate de terre rare constitud de 
Hon teitium ou europium complexd par Tun des composes macfocycDques ci- 
aprds: 

5 (22)phdnanthroline ; (22)phdnanthroline amide ; (22)anthracdne ; 

(22)anthracdne amide ; (22)bi-isoquinoldine ; (22)biph6nyH)is^yridine ; 

(22)bipyridine ; (22)bnpyridine amide ; les macropolycycles tris-bipyridine, tris- 

phdnanthroline, phdnanthroline-bis-bipyridine, bi-isoquinolfine-bis-bipyridine, 

bis-bipyridine diphdnylbipyridine. 
10 12. Mdthode selon la revendication 1 1 , caractdrisde en ce que ledit composd 

fluorescent est le cryptate d'europium Eu trisbipyridine. 

13. Mdthode selon I'une quelconque des revendications 1 & 12, caractdrisde 
en ce qu'on utilise un cryptate d'europium en tant que composd fluorescent 
donneur lid au recepteur spdcifique et en tant que moldcule porteuse ou 

15 composd fluorescent accepteur lid d la moldcule porteuse, fallophycocyanine, 
ratlophycocyanine B, les derives d'allophycyanine chimiquement modifids, la C 
phycocyanine, la R phycocyanine et les cyanines. 

14. Mdthode selon Tune quelconque des revendications 1 d 12, caractdrisde 
en ce qu'on utilise un cryptate de terbium en tant que composd fluorescent 

20 donneur lid au rdcepteur spdcifique et en tant que moldcule porteuse ou 
composd fluorescent accepteur lid a la molecule porteuse, les rhodamines, la 
thionine, la R phycocyanine, la phycoerythrocyanine, la C phycoerythrine, la B 
phycoerythrine, la R phycoerythrine et les cyanines. 

15. Mdthode selon Tune des revendications 1 d 14, caractdrisde en ce que le 
25 composd fluorescent donneur lie au recepteur spdcifique est le cryptate 

rf europium Eu trisbipyridine ou le cryptate de terbium Tb trisbipyridine. 

16. Mdthode selon Tune quelconque des revendications 1 d 15, caractdrisde 
en ce que les rdcepteurs spdcifiques sont choisis parmi les anticorps 
polydonaux et monoclonaux. 

30 17. Kit pour la ddtection et/ou la ddtermination de Tactivitd phosphorytante 
d'un matdriel biologique d regard d'un substrat contenant de la et/ou de la 
sdrine et/ou de la threonine, caractdrisd en ce qu'il contient au moins une 
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molecule porteuse a laquelle sont fix&s de maniere covalente une plurality de 
peptides ou de polypeptides, identiques ou differents, et au moins un rtcepteur 
sp6cifique desdits peptides ou polypeptides phosphorytes, ledit recepteur 6tant 
lid & au moins un marqueur ou un modulateur du signal demission. 
5 18. Kit selon la revendication 17, caract§ris§ en ce que la molecule porteuse 
et la motecule luminescente marqueur du ricepteur spficifique sont des 
molecules fluorescentes. 

19. Kit selon la revendication 18, caract6ris6 en ce que le marqueur 
luminescent ou le modulateur du signal demission lie au recepteur sp6cifique et 

10 la mol6cule porteuse sont respectivement des molecules fluorescentes donneur 
et accepteur. 

20. Kit selon Tune quelconque des revendications 17 a 19, caracttris6 en ce 
que le composd luminescent lie au recepteur spfecifique est le cryptate 
tfeuropium Eu trisbipyridine ou le cryptate de terbium Tb trisbipyridine. 

15 21 . Kit selon Tune quelconque des revendications 17 i 20, caract6ris6 en ce 
qu'il contient en outre un milieu tampon approprie, une source de phosphate 
non radiomarqud et des instructions pour la mise en oeuvre de la m6thode 
selon Tune quelconque des revendications 1 d 16. 
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